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論文内容の要旨
分裂酵母 Cut5IRad4 およびその出芽酵母ホモログ Dpbl1 は、 DNA 複製開始および複製チェックポイントに必要
な因子であるが、これまで高等真核生物での解析はほとんど行われていなかった。本研究では、アフリカツメガエル
卵抽出液無細胞 DNA 複製系を用いた生化学的解析を行い、複製開始における S 期 CDK の作用に必要であることを
明らかにした (part 1) 。また Cut5/Dpb11 は、 Pol ε との遺伝的相互作用から複製装置の一部として複製モニターに
関わると考えられているが、複製開始に必須であるため、モニター機能については解析が困難であった。本研究では、
卵抽出液を用いて複製開始と伸長反応を分離する系を開発し、複製モニターにおける Cut5/Dpbll の役割を解析した
(part 2) 。
(Pa此 1) Cut5 は複製開始における CDK の作用に必要である
特異的抗体を用いた免疫除去実験から、 Cut5 は卵抽出液中での DNA複製に必須であることが分かつた。 Cut5 非
存在下では、 Cdc45 と DNA ポリメラーゼのクロマチン結合が起こらないことから、複製装置の形成過程に必要であ
ると考えられる。一方、 pre-RC の形成や DNA 複製伸長過程に Cut5 は必要ではなかった。 Cut5 はクロマチン結合
タンパク質であり、 CDK 活性化前から低レベルで結合しているが、 CDK活性化後複製中に結合量が最大となり、複
製の進行と共に次第に減少する。このうち CDK 非依存的結合だけで複製開始が起きることを見い出した。さらに、
CDK の作用における必要性を調べた結果、 CDK は Cut5 非存在下では標的への作用が完了できないが、 Cdc45 非存
在下ではその作用を完了できることが明らかとなった。これらの結果は、 Cut5 は複製装置形成過程において S期 CDK
が作用するために必須であり、 Cdc45 の結合はその下流で起きることを示している。
(Part 2) Cut5 の RPA依存的クロマチン結合が ATR 経路の活性化に必要である
Cut5 の CDK 非依存的クロマチン結合が複製開始に十分な機能をもっている (part 1) ことは、複製中に増加する
結合は複製開始には不要であることを示唆している。本研究では、この結合量の増加が複製モニターと関係があると
考え、 CDK 非依存的 Cut5 結合で複製開始したクロマチンが複製阻害を受けた時、 ATR-Chkl 経路を活性化できる
かどうか調べた。その結果、 CDK 非依存的結合しか起こらない条件下では Cdc45 やポリメラーゼの結合は影響を受
けないが、複製阻害による Chkl の活性化が著しく低下することを見い出した。また、複製中のクロマチンを単離し
て塩処理により Cut5 を除去した結果、複製伸長活性は保たれていたが、複製阻害による Chkl の活性化は消失した。
また、複製中の Cut5 の結合は RPA 依存的に増加することを明らかにした。これらの結果は、 Cut5 の結合量の増加
は、複製開始後、一本鎖 DNA領域の増加に伴って起こり、複製阻害に応答して ATR-Chkl 経路を活性化する複製進
行をモニターする複製チェックポイント機構と密接に関係していることを示唆している。
論文審査の結果の要旨
分裂酵母 Cut5 とその出芽酵母ホモログ Dpbll は、複製開始と S 期チェックポイントに必要であるが、高等真核生
物におけるホモログの機能解析はほとんどなされていなかった。橋本吉民君は、アフリカツメガエル Cut5 を同定し、
アフリカツメガエル卵無細胞系を用いて Cut5 の生化学的解析を行い、複製開始における S 期 CDK の作用に Cut5
が必須の役割をもっていることを明らかにした。特に、複製開始に関わる Cdc45 の染色体結合に必須である事、しか
し複製鎖の伸長反応や複製前複合体の形成には必要とされないこと明らかにした。さらに、アフリカツメガエル Cut5
の複製チェックポイントにおける機能の解析を初めて行った。従来、複製開始は S 期チェックポイントの確立に必要
であるため、 Cut5 のような複製開始因子のチェックポイントへの関与については研究が困難で、あった。橋本君は複
製開始と複製鎖の伸長反応を分離した系を開発し、 Cut5 が複製開始とは独立した機能として複製進行をモニターす
る機構に直接関与していることを示唆する結果を得た。以上の結果は、高等真核生物ばかりでなく、酵母の系におい
ても複製開始とチェックポイント機構を解明する上で重要な知見となるものである。
よって、本論文は博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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